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RESUMEN GENERAL

PREDICCION DEL COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO DE OVINOS
MEDIANTE LA TECNICA DE PRODUCCION DE GAS!

En los sistemas de produccion de rumiantes es fundamental conocer el valor
nutritivo del alimento utilizado, compuesto por la palatabilidad, contenido y
disponibilidad de los nutrientes. En el primer trabajo se analiza la técnica de
produccién de gas (TPG) para la generacion de variables utiles en las unidades
de produccién ovinas. La TPG se ha usado para calcular la fraccién fermentable
rapida (FFR), media (FFM), lenta (FFL) y total (FFT) del alimento, la digestibilidad
in vitro de la materia seca (DIVMS), indicadores de impacto ambiental
relacionados con la produccién de metano (indice potencial de calentamiento
global, IPCG; indice de impacto ambiental, IIA) y la fraccion fermentable total del
alimento (FPFA), cuyos resultados mostraron la factibilidad y utilidad practica de
estas variables. En la segunda investigacion se determiné el efecto del nivel de
energia (EM) y proteina (PC) de tres dietas balanceadas a nivel bajo (BB), medio
(MM) y alto (AA), y dos desbalanceadas (AB y BA) en la DIVMS, el volumen (Vm),
tasa (S) y fase Lag (L) de la produccion de gas, la FFR, FFM, FFL, la produccién
de metano, el IPCG e IlA. La S fue superior (p<0.05) en las dietas AAy AB, y el
Vm fue menor (p<0.05) para la dieta BA. La dieta AA tuvo las mayores (p<0.05)
FFR y FFM. Las dietas BA y BB tuvieron la mayor (p<0.05) FFL, pero menor
DIVMS72h (p<0.05). Respecto al impacto ambiental, la dieta BB produjo la mayor
cantidad (p<0.05) de CHa4, IPCG e IIA. Se concluyo que las dietas con contenido
mayor de carbohidratos no estructurales tienen mejor cinética fermentativa y
digestibilidades, también generan menores proporciones de CHas, IPCG vy lIA,
estos Ultimos pueden usarse como indicadores del impacto ambiental por
considerar al CO2y CHa producidos por los consorcios microbianos del rumen.

Palabras clave: fermentacion, cinética, selectividad, impacto ambiental

1Tesis de Doctorado en Ciencias en Innovacion Ganadera, Posgrado en Produccion Animal,
Universidad Autbnoma Chapingo

Autor: Asael Edem de la Rosa Zarifiana

Director: Luis Alberto Miranda Romero



GENERAL ABSTRACT

PREDICTION OF THE PRODUCTIVE BEHAVIOR OF SHEEP THROUGH THE
GAS PRODUCTION TECHNIQUE!

In ruminant production systems is essential to know the nutritional value of the
feed used, made up of palatability, content, and availability of nutrients. The first
paper analyzes the gas production technique (TPG) for generating useful
variables in sheep production units. The TPG has been used to calculate the fast
(FFR), medium (FFM), slow (FFL), and total (FFT) fermentable fraction of feed, in
vitro digestibility of dry matter (DIVMS), environmental impact indicators related
to methane production (global warming potential index, IPCG; environmental
impact index, IIA) and the total fermentable fraction of the feed (FPFA), whose
results showed the feasibility and practical utility of these variables. In the second
investigation, it was determined the effect of the energy (EM) and protein (PC)
levels of three balanced diets at low (BB), medium (MM) and high (AA), and two
unbalanced (AB and BA) on EM and PC, IVDMS, volume (Vm), rate (S) and Lag
(L) phase of gas production, FFR, FFM, FFL, methane production, IPCG, and IIA.
The S was higher (p<0.05) in the AA and AB diets, and the Vm was lower (p<0.05)
for the BA diet. The AA diet had the highest (p<0.05) FFR and FFM. The BA and
BB diets had the highest (p<0.05) FFL but the lowest IVMD72h (p<0.05).
Regarding the environmental impact, the BB diet produced the highest amount
(p<0.05) of CHa4, IPCG and IIA. It was concluded that diets with a higher content
of non-structural carbohydrates have better fermentative kinetics and
digestibilities; they also generate lowest proportions of CHas, IPCG, and IIA, the
latter can be used as indicators of an environmental impact considering the CO2
and CHa4 produced by microbial consortia from the rumen.

Keywords: Fermentation, kinetics, selectivity, environmental impact

1Doctoral Thesis in Livestock Innovation, Graduate Program in Animal Production, Universidad
Autéonoma Chapingo

Author: Asael Edem de la Rosa Zarifiana

Advisor: Luis Alberto Miranda Romero



CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

Los estudios de digestibilidad y cinética de la fermentacion de alimentos
utilizando la técnica de produccién de gas in vitro (TPG) (Menke &
Steingass,1988; Theodorou, Williams, Dhanoa, McAllan, & France, 1994) han ido
en aumento, desplazando a otras técnicas importantes como las planteadas por
Tilley y Terry (1963), o su modificacion por Goering y Van Soest (1970). A pesar
de que estas Ultimas han sido validadas con la digestibilidad in vivo, no
determinan la dindmica de la fermentacion (Getachew, Blummel, Makkar, &
Becker, 1998; Khan Mahr-Un-Nisa, & Sarwar, 2003).

La TPG es una herramienta de laboratorio util, econdmica y requiere poco tiempo
para su determinacion, con la cual se puede estimar el valor nutricional de las
dietas para rumiantes, del mismo modo que otros métodos in vivo, in situ e in
vitro. La TPG no solo determina la extension de la fermentacion, sino también la
cinética de degradacion del alimento a través del volumen de gas liberado
directamente como un producto de la fermentacion y produccion de acidos grasos
volatiles como propionato, acetato y butirato (Posada & Noguera, 2005). La
técnica se basa en el supuesto de que el gas producido proveniente de sustratos
es directa o indirectamente resultado de la fermentacion de una cantidad dada

de éste (Lopez et al., 2007; Rymera, Huntington, Williams, & Givens, 2005).

Las curvas de produccion de gases generados pueden describirse mediante
modelos matematicos tales como exponenciales, logisticos o empiricos, entre
otros (Posada & Noguera, 2005). Su uso dependera del objetivo para el cual se
obtienen los datos, por ejemplo: valor nutritivo de los forrajes, investigacion
basica sobre ecologia microbiana ruminal o efecto de aditivos (Bruni &
Chilibroste, 2001).

La descripcién estadistica por modelos matematicos de las curvas de produccion
de gas permite la comparacion de sustratos y la evaluacién de diferentes

ambientes de fermentacion, y proporciona informacién sobre las tasas de



fermentacion de los constituyentes solubles y estructurales (Groot, Cone,
Williams, Debersaques, & Lantinga, 1998; Noguera et al., 2004).

La degradacion y proporcion de los carbohidratos estructurales y no estructurales
afectan la microbiota ruminal y las enzimas enddgenas, asi como la produccion
y cinética de gas durante la fermentacion (Murillo, Herrera, Carrete, Ruiz, &
Serrato, 2012). En este sentido, se ha estudiado la extensién de la fermentacion
con base en el tiempo de degradacion y produccion de gas de los carbohidratos
contenidos en el alimento, de tal manera que se han clasificado en fracciones de

rapida, media y lenta fermentacion (Miranda-Romero et al., 2020).

Como se menciond, la produccion de gas derivada de la fermentacion del
alimento se ha relacionado con el nivel de energia y proteina que contiene, ya
gue la biomasa microbiana y los acidos grasos volatiles resultantes de dicha
fermentacion pueden aportar del 70-100 % de las necesidades de aminoacidos
en forma de proteina microbiana y del 70-85 % de la energia al rumiante (Castillo-
Lopez & Dominguez-Ordofiez, 2019; @rskov, 1992).

En este sentido, es factible detectar diferencias en las variables fermentativas,
particularmente en el volumen maximo de gas (Vm), y entre fuentes (alimento vs
heces), lo cual esta relacionado con la cantidad de energia y proteina del
alimento. Por lo anterior, la TPG se considera un método factible de aplicarse en
pruebas in vivo para determinar la asimilacion del alimento por corderos, en

funcién de su contenido de energia y proteina (Chavez & Martinez, 2014).

Si bien, una aplicacion de la TPG in vitro es estimar la digestibilidad del alimento
gue se le ofrece a ovinos, también se ha utilizado para determinar la cantidad de
biomasa microbiana (Rodriguez, Sosa, & Rodriguez 2008), AGV's (Huertas-
Molina et al., 2020) y el CH4 producido en el rumen (Elghandour et al., 2017;
Méndez et al., 2018; Vargas, Pabon, & Carulla, 2014). Sin embargo, de la

abundancia de estudios relacionados con la degradacion del alimento, existen



pocas investigaciones en donde se realiza la modelacién mateméatica de la TPG
para desarrollar variables Utiles y practicas en las unidades de produccién ovinas.

El Capitulo 2 de este documento hace referencia a la revision de literatura, del
cual se gener6 un articulo titulado “Application of the gas production technique
for in vitro and in vivo studies in ruminant nutrition: a review”, cuyo objetivo fue
exponer algunos resultados que sustentan la factibilidad y utilidad de aplicar la
TPG en estudios in vitro, para determinar las fracciones fermentables del
alimento e indicadores de impacto atmosférico; asi como variables indicadoras
de la utlizacion de la fraccion fermentable del alimento en el tracto
gastrointestinal del rumiante y, de la emisién de gases efecto invernadero (GEI)

considerando su comportamiento alimenticio.

El Capitulo 3 considera un articulo producto del trabajo de tesis, titulado “Nivel
de proteina y energia en la fermentacién in vitro de dietas para borregos”, el cual
resume el efecto de dietas balanceadas y desbalanceadas sobre la cinética de

fermentacion y las fracciones fermentables.
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ABSTRACT

Different in vivo, in situ, and in vitro assays have been developed to determine the
nutritional value of the feeds. The in vitro gas production technique (GPT) has
become relevant due to the practicality of the method; however, the application of
this technique is limited to determining the kinetics of gas production, whose unit
(mL g* DM) has no practical utility for livestock producers. This systematic review
aims to analyze the feasibility of applying the GPT to obtain other practical
variables of rumen fermentation. It was found that the GPT has been used to
obtain indicators of the fast (FFF), medium (MFF), slow (SFF), total (TFF)
fermentable fractions, and the in vitro dry matter digestibility (IVDMD) of the feed.
Linear regression equations were used to analyze the relationship between these
last variables and the maximum volume of gas produced. The GPT was also used
to estimate environmental impact variables such as the global warming potential
index (GWPI) and the environmental impact index (EIl); as well as the total
fermentable fraction of the feed (TFFF) in the rumen expressed, whose results
showed the practical utility of these variables for a better understanding of feed
guality and rumen microbial activity.
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INTRODUCTION

The nutritional value of feed for animal production is defined by its palatability,
nutritional composition, and digestibility [1]. The chemical analysis reveals the
nutrient content of the feeds; however, it does not indicate their availability for the
animal, making it necessary to evaluate their digestibility with in vivo, in situ, and
in vitro techniques. In vivo techniques determine the proportion of feed that
disappears in the gastrointestinal tract or the rumen under natural conditions of
feed intake, digestive physiology, and animal behavior; however, they are
exhaustive and expensive due to the amount of feed, highly qualified labor, and
infrastructure required, which limits the number of animals and feeds that can be
analyzed. Still, in situ techniques estimate the disappearance of feed, require
cannulated animals and are also expensive [2,3].

On the other hand, in vitro digestibility techniques (IVDMD) estimate the
disappearance of feed with greater precision, with the drawback that the digestive
physiology and feeding behavior of the animal are not considered, nor are the
handling conditions of the ruminant [4-6]. IVDMD has a high relationship with in
vivo digestibility (Dig invivo), mainly with forages (Dig invivo= 4.81 + 0.842 * IVDMD
R?=77.5) [7,8]. GPT is increasingly used in ruminant nutrition studies to determine
feed digestibility and fermentation [9,10] instead of in vitro digestibility (IVDMD)
[11,12]. Both techniques (GPT and IVDMD) are practical, inexpensive, and fast
compared to in vivo and in situ assays [13,14].

The GPT has become relevant because, among other reasons, it estimates both
the extent of dry matter (DM) degradation and the fermentation kinetics of the feed
with a high degree of sensitivity and reproducibility [3,15,16]. The kinetics of gas
production describes a sigmoid curve adjusted to exponential, logistic, and
empirical mathematical models, whose parameters (Vm, maximum volume; S,
rate; L, Lag phase) refer to growth kinetics of rumen microbial consortia as a
whole and to the fermentative and digestive quality of the feed [17,18]. These
parameters are modified by the composition of the diet, the pretreatment of the
feed and the inclusion of additives and secondary compounds. GPT is also used
to quantify methane production [19-23], although it is questioned due to the poor
or null viability and survival of rumen protozoa in vitro [24-26], which are important
suppliers of H2as methane precursor.

Despite the technical, economic, and practical advantages, as well as the
abundant information regarding the GPT, two questions arise: What other
applications and other variables of practical utility can be obtained with the GPT
which consider the management conditions and feeding behavior of the ruminant?
Thus, this systematic review exposes: (i) some results that support the feasibility
and usefulness of applying the GPT to determine the fermentable fractions of feed
and indicators of atmospheric impact in vitro, (ii) the GPT approach to obtain



indicator variables of the use of the fermentable fractions of the feed in the
ruminant’s gastrointestinal tract considering the greenhouse gas (GHG)
emissions.

RISE AND PEAK OF THE GPT

The first studies to estimate the microbial fermentation rate of carbohydrates by
gas volume were done with the water displacement method [27]. Subsequently,
El-Shazly et al. [28] measured the volume of trapped gas in glass syringes, and
in 1974 a pressure transducer was used to measure accumulated gas in vials
[29]. Czerkawski and Breckenridge [30] conducted a series of trials to quantify
gas production using glass syringes and methanogenesis. This study served as
the basis for mechanizing the measurement of accumulated gas in glass syringes
in a rotor [31].

The procedures currently used to measure gas production are based on the
studies by [9, 10, 32, 33], who used glass syringes, a water displacement
manometer, and gas pressure transducers coupled to computerized electronic
sensors. This last methodology was modified to facilitate the study of feed
fermentation and gas production kinetics, such as the in vitro fermentation model
[34-36].

A simple Google Scholar search (April 15, 2023) with the keywords “in vitro,
digestibility, and rumen" returned 97,100 documents, while "in vitro gas production
rumen" resulted around 101,000 documents. In a more specific search for
decades from 1961 to 2020 and adding to the previous keywords, the authors
Tilley and Terry (TT) [11]; and Goering and Van Soest (GVS) [12] for the IVDMD
technique showed an accelerated growth in the use of GPT, particularly in the last
two decades. However, the total sum of articles for the GPT from 1961 to 2020
was lower (18,775) than the sum of TT 1,963 and GVS 1,970 (21,931, Figure 1).
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Figure 1. Trend in the number of research articles published by decades from
1960 to 2020 in which the GPT was used, that of Tilley and Terry, 1963 (TT 1963),
modified by Goering and Van Soest, 1970 (GVS1970). Academic Google, 03 April
2023.

The GPT is used to evaluate the feed quality, fermentative modulation of the
rumen, and potential methane emission. In the Animal Microbiology Laboratory of
the UACh, the application of the GPT is investigated to obtain other practical
variables in vitro and in vivo. These proposals are presented in this review.

FERMENTABLE FRACTIONS

The determination of fermentable fractions by GPT is justified because
carbohydrates constitute ruminant feeds as an energy source (soluble sugars,
storage polysaccharides, structural polysaccharides) and very diverse
nitrogenous compounds, a degradable and non-degradable protein with variable
ruminal digestion rates [37-39], which could help to synchronize the availability of
these nutrients to optimize the production of volatile fatty acids (VFA) and
synthesis of microbial protein [40-41]. In addition, the gas production expressed
in mL g* DM or organic matter (OM) is not a practical utility for livestock producers;
it is better to express it as a percentage, mg g or g kg of feed, as it is with the
fermentable fractions [42-46]. [47, 48] proposed a simple procedure with the GPT

10



to transform the volume of gas (mL g* DM) accumulated in three incubation
intervals (0 to 8, 8 to 24, and 24 to 72 h) to fermentation fractions fast, medium,
and slow (FFF, MFF, and SFF) using simple regression equations: FFF (mg g1) =
Vo0-8/0.427; MFF (mg g') = Ve 24/0.615; and SFF (mg g-1) = V24-72/0.345.
Currently, the SFF is calculated with the gas accumulated between 24 and 48 h
(V24-48) of incubation to reduce the error of overestimation of the SFF associated
with the production of gas caused by the fermentation of dead microbial biomass
[48] (Figure 2).

—200mg GL ——200mg ST ——200 mg CE

Upturn in the gas
production

Fractional volumen (mL)
N
[ ]

0 10 20 30 40 50 60 70

Incubation time (h)

Figure 2. Gas production of glucose (GL), starch (ST) or cellulose (CE) fermented
by rumen inoculum. Adapted from [78].

The sum of the three factions corresponds to the TFF, and this, as well as the Vm
shows a high relationship (R?>=0.622 and 0.7388) with the IVDMD (Vm= -
14.13+3.99*IVDMD and IVDMD= 15.73 +0.0527*FFT), which gives the possibility
of estimating IVDMD in a more practical way through TFF (Figure 3) [42,49]. The
estimation of the IVDMD through the Vm has practical implications since it
eliminates using a drying oven, filter paper, vacuum pump, balance, desiccator,
and reduces the determination time. In addition, IVDMD is an apparent
digestibility, not a true one, since it includes the microbial biomass attached to the
undigested feed particles [50].
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Figure 3. Lineal regression model to relationship IVDMD vs total fermentable
fraction of feed (A), and maximum gas volume vs IVDMD (B) using the gas
production technique. Adapted from [42, 43]

The TFF or the Vm do not always correlate directly and positively with the IVDMD.
In this context, [42, 51] observed that the IVDMD was high for the cladodes of
specific nopal cultivars and the foliage of some shrub species, but its TFF was
low, showing a negative correlation (R=-0.4856, P = 0.0410). According to [42],
the forage species that showed had a higher concentration of secondary
compounds, which could feasibly inhibit the fermentative metabolism but not the
digestive one since, as is generally known, they are very different metabolic
pathways that were carried out in different sites (extracellular vs. intracellular) in
bacteria and involve diverse enzymes and are therefore affected differently by
chemical, biochemical, and physical factors. These results motivated the research
area for linear models to estimate the content of neutral detergent fiber, starch,
hemicellulose, and cellulose through GPT [44].

The GPT is a sensitive and reliable method to detect changes in the fermentable
fractions [48,52]; this was demonstrated by measuring the fermentable fractions
in alfalfa harvested at 8 vs 14 h of the day. The investigation mentioned above
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showed that the FFF and MFF increased (P<0.05) 7.6 and 27.1 g kg of forage
DM in alfalfa harvested at 14 h compared to that harvested at 0-8 h of the day
(Figure 4), it was attributed to the greater exposure to sunlight and, consequently,
greater photosynthetic activity, manifesting itself in an increase of soluble sugars
and starch. The fermentable fractions can be modified by the variety of forage,
changes in the composition of the diet, the pretreatment of the feed, the inclusion
of additives, and secondary compounds [42,51, 53-60].

Increased fraction (%)

2 300 - 100
D

250
5 L 80
& 200
= L 60
2 150
(4]
E 400 15.4 - 40
£ s

0 0

FFF MFF
30800 1400 === %

Figure 4. Fermentable fractions: fast (FFF), medium (MFF) and slow (SFF) of
alfalfa harvested to 8:00 and 14:00 h. Adapted from [48]

ENVIRONMENTAL IMPACT INDICATORS

The emissions of methane and carbon dioxide from ruminants contribute to the
atmospheric accumulation of GHG. The methane production by ruminant
livestock constitutes 17% of the total global CH4 budget and 3.3% of GHG
emissions [61,62]; therefore, it is essential to measure CHa production as part of
ruminant nutrition studies where the effect of diet and feed additives on the
reduction of methane production and others GHG emissions by livestock can be
assessed [14,62].

As mentioned above, the GPT estimates the potential methane production by
rumen microorganisms during the fermentation of feed substrates [54,63]. The
proportion of methane in the total gas production is commonly measured by gas
chromatography and is the most accepted and precise method for its
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determination; however, this technique is expensive and not very accessible for
most laboratories and for determinations under field conditions because it
requires a gas chromatograph, carrier gas, specific facilities, and qualified labor.
Another procedure, less exact but more practical, consists of capturing the volume
of CO2 from the fermentation gas mixture in a potassium hydroxide (KOH) solution
(1 N); the remaining gas volume corresponds to CH4 and minor gases [13,14, 64,
65]. In order to adjust these last values to methane, they can be multiplied by the
factor 0.77 according to the composition of the ruminal gas (67% CO2, 26% CHa,
7% N2 and <1% O2, Hz2, and H2S) [66]. The determination of methane by GPT has
a high relationship with the methane production determined in vivo by open circuit
respirometry with a difference of 6.8% and between the methane measurements
by chromatography and KOH trap (1 M) (CH4CHR=1.25+0.9*CH4GPT; R?=0.99)
[67,68].

Regardless of the technique used to determine methane in vitro, it is expressed
as %CHas or mL of CH4 g* DM [54,59,63], whose practical utility is merely
comparative between experiment treatments. The GWPI and Ell obtained with the
GPT consider the contribution of CH4 and rumen CO2 to global warming. The
GWHPI is expressed in mL COz2eq g DM and assumes that one milliliter of CHa
produced is equivalent to 23 times the calorific effect (global warming) of one
milliliter of CO2 produced [59,69,70]. The EIl relates the GWPI to the maximum
volume of gas (EII=GWPI/Vm) and considers that the Vm is constituted
exclusively of COz2; hence, the Ell refers to how many units of CO2z eq of feed
impact global warming.

ANIMAL UTILIZATION OF THE FERMENTABLE FRACTION OF FEED in
vitro AND in vivo

The most considerable criticism that GPT receives is for being in vitro, far from
natural conditions, because it does not consider animal behavior and
management. The Vm is associated with the amount of fermented DM [10,16],
mainly carbohydrates, which represent 70 to 85% of the organic matter (OM) of
the forages [71,72] and are the main source of fermentable energy for ruminant
hosts and their associated rumen microbial communities.

Based on this, gas production was used in regression models to determine the
metabolizable energy (ME) and digestibility of OM [73-75]. In this context, the Vm
and TFF can be used as indicators or direct markers of the proportion of
potentially fermentable fraction of the feed (TFFF) for in vivo studies, where the
rumen inoculum is used only to determine the Vm or TFFF. These variables (Vm,
TFFF) are estimated for the feed offered (Fo), feed refusal (Fr), and feces (Fe).
The gas produced by Fe represents the unused TFFF in the animal's
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gastrointestinal tract (GIT) [58,60,76,77]. These authors verified that the Vm
(TFFF) is lower in the Fa, as expected, compared to that of the offered feed and
the feed refusal (Figure 5). It was found that the TFFF (Vm) in the Fr was lower
than that of the Fo in sheep-fed diets without silage, with corn silage, and with
prickly nopal pear cladode silage, but in sheep fed with nopal cladode silage, it
was the same [58]. In agreement with this, [59,77] proposed to evaluate a
selectivity index (SI=VmFo - VmFr) which can be classified as low, medium, or
high selectivity if it takes values from 0 to 75, 75 to 150 and higher than 150 mL
gl DM.
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Figure 5. Kinetics of gas production of feed offered (O), feed refusal (R), and feces
from sheep-feed diets without silage (SE), with corn silage (CS), with prickly nopal
pear cladode silage (EN), and with prickly nopal pear cladode silage + tuna (ENT).
Adapted from [78].

In this sense, also the difference in the TFFF (Vm) of the offered feed and Fe can
be used as an indicator of the assimilation or digestion of the TFFF in the GIT of
the animal (assimilation index; Al, or in vitro digestibility by TPG; IDcpr) in the GIT,
comparable to the apparent digestibility in sheep (Table 1) [60]. The Sl and Al of
the potentially fermentable fraction of the feed (TFFF) can be obtained
considering the amount (g animal* d-t) of Fo, Fr, or Fe per animal. These values
would be more attached to the natural conditions of animal management and the
production system. Since the values of Vm (TFFF) when multiplied by the amount
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of Fo, Fr, or Fe, are very large, so they must be expressed in decalitres (daL) or
hectoliters (hL) for sheep and goats, and for cattle [78].

SI (daL animal-1d-1) = [(Vm * Fo) — (Vm = Fr)]/10,000 Ec (1)
Al (hL animal-1d-1) = [(Vm * Fo) — (Vm = Fr) — (Vm = Fe)]/100,000 Ec (2)

Where: SI, selectivity index; Al, assimilation index; Vm, maximum volume; Fo,
feed offered; Fr, feed refused; Fe, feces.

Table 1. Effect of additives on the apparent digestibility and in vitro dry matter
digestibility, and the fermentable fraction of the feed. Adapter from [60]

Digestibility (%) Additive

NA CaP CaP+Mo CaP+Sc
ADDM 73.5¢ 75.1° 75.4° 76.62
IVDMD 66.4° 67.9% 70.12 71.32
IVDGP 66.5¢ 68.1° 69.1° 70.82

abcdMeans with different literal in the same row are different (p< 0.05)
NA, Non-additive; CaP, Calcium propionate; Mo, Monensin; Sc, Saccharomyces cerevisiae.

IVDGP=[(VMro-VMEe)/VMEo]*100; where Vmra and Vmee are maximun volumen (mL g) of offered feed
and feces.

We examined the previous equations; if the Vm is replaced by the volume of CH4
produced (mL g* DM) for each substrate (Fo, Fr, and Fe), it is feasible to estimate
the potential emission of methane (PEM; daL CHsanim™ d -%; or hL CHsanim* d-
1). Based on this data, there is also the feasibility of extrapolating them per hectare
for grazing systems (daL ha* d*; hL hat d?) [79] or per group of animals per farm
in the confined system (daL farm* d-*; hL farm* d-t). However, it is necessary to
validate the PEM with the measurement of methane by other accepted and
precise techniques such as respirometric chambers, Ventilated Hood
Chambers/Head Box Systems, and sulfur hexafluoride tracer [80-82]. The
implications of the PEM approach are related to its practicality, low cost, and
similar conditions to animal performance and management; however, its
validation requires experiments with different diets and ruminants.
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CONCLUSIONS

The investigations cited in this review show the feasibility of applying the GPT to
estimate four fermentable fractions of the feed: FFF, associated with the
fermentation of soluble sugars; MFF, related to the fermentation of reserve
polysaccharides; SFF, related to the fermentation of structural polysaccharides
and, TFF, directly related to IVDMD which are expressed in units more
understandable by the livestock producers (g kg* DM of the feed). In addition, the
chemical volumetric determination of methane and carbon dioxide with a KOH
trap can be used to generate environmental impact indicators (GWPI and Ell). On
the other hand, the maximum volume of gas has been used as a marker of the
total fermentable fraction in the offered feed, feed refusal, and feces, and bringing
together these concepts to obtain a possible Sl for the TFFF and the PEM from
the feed (mL gt DM), animal (daL or hL animal* d-1), system in grazing (daL or hL
hal d1) or feedlot (daL or hL farm* d-). However, more investigations are needed
to see the feasibility of these application.
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RESUMEN

La eficiencia de utilizacién ruminal del alimento, entre otras razones, depende del nivel de energia
y proteina contenida en el mismo. Con el objetivo de determinar el efecto del nivel de energia y
proteina del alimento en la digestibilidad (DIVMS7zn), el volumen (Vm), tasa (S) y fase Lag (L) de la
produccion de gas; las fracciones de fermentacion rapida (FFR), media (FFM) y lenta (FFL); la

produccion de metano, el indicador del potencial de calentamiento global (IPCG) e indice de
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impacto ambiental (IIA), se formularon cinco dietas de acuerdo al nivel de energia metabolizable
(EM, Mcal kg-' MS) y proteina cruda (PC, %); tres balanceadas a nivel bajo (BB; 2.6 y 13.8), medio
(MM; 2.8 y 16) y alto (AA; 3.0 y 17.2); y dos desbalanceadas (AB, 2.8 y 14.5; BA, 2.6 y 17.2) en
EMy PC. La S fue superior (p<0.05) en las dietas con mayor contenido de energia (AA, AB), el Vm
fue menor (p<0.05) para la dieta BA. La dieta AA tuvo las mayores (p<0.05) FFR y FFM. Las dietas
BA y BB tuvieron la mayor (p<0.05) FFL, pero menor DIVMS72h (p<0.05). Respecto al impacto
ambiental, la dieta BB produjo la mayor proporcién (p<0.05) de CH4 y por consiguiente el mayor
(p<0.05) IPCG e IIA. Se concluye que las dietas con contenido mayor de carbohidratos no
estructurales tienen mejor cinética fermentativa y digestibilidades, también generan menores
proporciones de CHs, IPCG y IIA, estos ultimos pueden usarse como indicadores del impacto
ambiental ya que consideran las cantidades de CO2 y CH4 producidos por los consorcios
microbianos del rumen.

Palabras clave: digestibilidad, engorda intensiva, fracciones fermentables, impacto ambiental,

técnica de produccidn de gas.

ABSTRACT

The ruminal utilization efficiency of the feed, among other reasons, depends on the level of energy
and protein it contains. To determine the effect of the protein and energy levels of diet on digestibility
(DIVMS72h), the volume (Vm), rate (S) and Lag phase (L) of gas production; the rapid (RFF),
medium (MFF) and slow (SFF) fermentation fractions; methane production, global warming
potential indicator (GWPI) and environmental impact index (Ell). Five diets were formulated
according to the level of metabolizable energy (ME, Mcal kg-' DM) and crude protein (CP, %). Three

were balanced at low level (BB; 2.6 y 13.8), medium (MM; 2.8 y 16) and high (AA; 3.0 y 17.2); and
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two were unbalanced (AB, 2.8 y14.5; BA, 2.6 y 17.2) in EM and PC. The S was higher (p<0.05) in
the diets with higher energy content (AA, AB), the Vm was lower (p<0.05) for the BA diet. The AA
diet had the highest (p<0.05) FFR and FFM. The BA and BB diets had the highest (p<0.05) FFL,
but the lowest IVDM72h (p<0.05). Regarding the environmental impact, the BB diet produced the
highest proportion (p<0.05) of CH4 and therefore the highest (p<0.05) WGPI and Ell. It is concluded
that diets with a higher content of non-structural carbohydrates have better fermentative kinetics
and digestibilities, they also generate lower proportions of CHs, GWPI, and Ell, the latter can be
used as indicators of environmental impact since they consider the amounts of CO2 and CHa
produced by rumen microbial consortia.

Key words: digestibility, intensive fattening, fermentable fractions, environmental impact, and gas

production technique.

INTRODUCCION

En los sistemas de produccion intensiva, el uso de concentrado en las raciones para la engorda de
ovinos es cada vez mayor (Arjmand et al. 2022, Hernandez-de los Santos et al. 2022) y, en
consecuencia, los costos de alimentacion son mayores debido al alza del precio del maiz y sorgo,
el cual incrementa afio con afio (Mestra et al. 2020, Velazquez-Duarte et al. 2022). El problema se
agudiza cuando las dietas comerciales y balanceadas son utilizadas deficientemente por el
rumiante (Martinez et al. 2007, Salinas-Chavira et al. 2011, Chiriguay 2023). El nivel de energia y
proteina en el alimento es determinante en la respuesta productiva y la eficiencia de utilizacion del
alimento por los rumiantes (De Azevedo et al. 2021, Sileshi et al. 2021, Kazemi-Bonchenari et al.
2022), relacionadas con la eficiencia en la fermentacion microbiana ruminal. En este sentido, es

importante evaluar el efecto del nivel de energia y proteina de dietas formuladas para la engorda
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intensiva de borregos en la actividad fermentativa de los consorcios microbianos del rumen. En
estos sistemas el contenido de EM y PC fluctiian entre 2.4 y 2.8 Mcal kg', y de 14 a 16% (NRC
2007), con lo cual se espera una ganancia diaria de peso (GDP) de 250 a 300 g dia".

Por otro lado, la técnica de produccion de gas in vitro (TPG) es un procedimiento practico que
permite estimar indirectamente la extension y cinética de fermentacion de los alimentos
(Aragadvay-Yungan et al. 2022). El gas derivado de la fermentacion ruminal in vitro esta
relacionado principalmente, pero no exclusivamente, con el contenido de carbohidratos
fermentables no estructurales (azucares solubles y almidon) y estructurales (celulosa, hemicelulosa
y pectina) del alimento (Murillo et al. 2012, Tirado-Gonzalez et al. 2016, Villalba et al. 2021), la
produccion de &cidos grasos volatiles (Huertas-Molina et al. 2020) y, por lo tanto, con el contenido
de energia del alimento y la sintesis de biomasa microbiana (Opatpatanakit et al. 1994, Schofield
et al. 1994, Castillo-Lopez y Dominguez-Orddfiez 2019, Gutiérrez-Fidencio et al. 2023). Al
respecto, Miranda-Romero et al. (2020), propusieron la aplicacion de la TPG para estimar, no solo
la extension y cinética de fermentacion del alimento, sino también las fracciones de fermentacion
rapida, media y lenta, asociadas a carbohidratos solubles, almidén y celulosa; asi como para
estimar indicadores de impacto ambiental como la produccién de metano, el indicador del potencial
de calentamiento global (IPCG) y el indice de impacto ambiental (IIA) (Martinez-Hernandez et al.
2019). Cui et al. (2019), hallaron que el nivel de energia y proteina de la dieta tiene efecto en la
composicion e interacciones de la comunidad microbiana ruminal, lo cual puede tener importancia
para definir estrategias en el uso dptimo de nutrientes. Por ejemplo, Zhang et al. (2020) discuten
en su experimento que una adicién adecuada de Urtica cannabina a Leymus chinensis puede
mejorar el balance de energia y proteina para promover la reproduccién de los microorganismos

del rumen. Por ende, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto del nivel de
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energia metabolizable y proteina cruda de dietas dentro del intervalo para la engorda intensiva de
ovinos, en la digestibilidad, cinética de fermentacion, fracciones fermentables e indicadores de

impacto ambiental in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Lugar y tratamientos. Esta investigacion se realizd en el Laboratorio de Microbiologia Pecuaria
del Departamento de Ensefianza, Investigacion y Servicio en Zootecnia de la Universidad
Autonoma Chapingo, México. Los tratamientos consistieron en cinco dietas de acuerdo con el
contenido de energia metabolizable (EM, Mcal kg-'MS) y proteina cruda (PC, %); tres balanceadas
a nivel bajo (BB; 2.6 y 13.8), medio (MM; 2.8 y 16) y alto (AA; 3.0 y 17.2); y dos desbalanceadas
(AB, 2.8y 14.5; BA, 2.6 y 17.2) en EM y PC (NRC, 2007). A las dietas se les determind el contenido
de proteina cruda (PC), cenizas (Ce), extracto etéreo (EE) y materia seca (MS) (AOAC 1990); asi
como la fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA) (Van Soest et al. 1991). La
composicion de las dietas se presenta en la Tabla 1.

Cinética de la produccion de gas de fermentacion, degradacion de la materia seca y
fracciones fermentables in vitro. La fermentacion de las dietas se midid indirectamente por TPG
(Menke y Steingass 1988, Theodorou et al. 1994), para lo cual en frascos de vidrio color ambar de
125 mL de capacidad, se colocaron 500 mg de MS de cada dieta, 90 mL de indculo ruminal y,
simultdneamente, un flujo continuo de CO. Los frascos fueron tapados herméticamente con un
tapon de goma y aro de aluminio, e incubados en bafio Maria a 39 °C.

Posteriormente, se midio la presion generada por el gas de fermentacion, con mandmetro de 0.0 a
1.0 kg cm? de capacidad (METRON®, 51100) alas 0, 2, 4, 6, 8, 10, 14, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 60

y 72 h de incubacion. Los valores de presion se transformaron a volumen de gas (V; mL g MS)
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P (kg cm™2) +0.0495

de acuerdo con el modelo de regresion lineal V (mL) = el cual se obtuvo

0.0185

relacionando la presion (P) generada por volumenes conocidos de aire inyectado a los frascos
mantenidos en las mismas condiciones de manejo. Al final del periodo de incubacion, el contenido
residual de los frascos se filtrd a través de papel filtro previamente pesado, se secd a 65 °C por 48
h en estufa de aire forzado y se peso para obtener la materia seca residual del alimento por
diferencia de peso. La metodologia para la determinacion de la produccion de gas de fermentacion
se repitid dos veces en el tiempo.

El indculo ruminal se obtuvo de novillos en ayuno por 12 h canulados en rumen y adaptados a una
dieta de mantenimiento (70:30% de F:C), bajo la norma de cuidado animal NOM-062-Z00
(SAGARPA 2001). La muestra de contenido ruminal fue transportada inmediatamente en un termo
al laboratorio y se filtro a través de cuatro capas de tela de gasa y se mezcld con una solucion
mineral reducida en una proporcion 1:9 (v/v). Cada litro de solucién mineral contenia K2HPO4 (0.45
g), KH2PO4 (0.45 g), (NH4)2S04 (0.45 g), NaCl (0.90 g), MgSO4 (0.18 g), CaClz (0.12 g), Na2COs3 (4
g), la cual fue reducida con 20 mL L' de una solucién compuesta de NaxS (0.2 g) y L-cisteina (0.2
g) disueltas en solucion de NaOH (0.8 ml L-"). Como indicador de la reduccién, se adicionaron dos
gotas de rezarzurina al 0.1% p/v (Miranda-Romero et al. 2020).

El volumen de gas acumulado en funcion del tiempo de incubacion se us6 para estimar los
parametros de la cinética de produccion de gas: volumen maximo (Vm; mL g MS), tasa (S; mL h-
) y fase lag (L; h), del modelo logistico Vo = Vm/(1 + e@-4k(t-L)) (Schofield et al. 1994) y
el procedimiento NLIN (SAS 2015).

La digestibilidad in vitro de la MS a 72 h (DIVMS+2n) se calculd con la MS inicial adicionada a cada

frasco y la MS residual obtenida por filtracion, usando la siguiente formula:
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MSinicial — MSresidual
DIVMS72h = — * 100
MSinicial

El volumen acumulado de gas se utilizo también para calcular las fracciones fermentables de
acuerdo con el siguiente procedimiento: se obtuvieron los volimenes fraccionales (Vf) de gas
acumulado para los intervalos de 0 a 8 (Vfo-sn), 8 a 24 (Vfs.oan) y de 24 a 72 (Vfas.72n) horas de
incubacion (Miranda-Romero et al. 2020). Con estos volumenes fraccionales de gas se obtuvo el
porcentaje de la fraccion de fermentacion rapida (% FFR), media (% FFM) y lenta (% FFL) en
relacion con el volumen total de gas a 72 h de incubacion.

Indicadores de impacto ambiental. Otra muestra de MS de cada dieta se fermentd in vitro,
siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente, con las siguientes modificaciones: la
incubacion se llevd a 39 °C por 24 horas en bafio Maria, la medicién del volumen de gas (V) se
realizd a 0, 6, 12, 18 y 24 h de incubacién con una jeringa de vidrio de 50 mL de capacidad. En
cada medicion, el gas atrapado en la jeringa se transfirid cuidadosamente a otro frasco de 60 mL
de capacidad cerrado herméticamente con tapdn de goma y aro de aluminio, que contenia 45 mL
de una solucién de KOH (1 M) para capturar el diéxido de carbono (CO2) de la mezcla de gases,
para después medir el volumen de gas que retorno a la jeringa, el cual correspondi6 a la cantidad
de metano més gases menores (Vcra+au). Los valores de Vchasgm S€ ajustaron a metano tedrico
(Vcha) con el factor de 0.77, de acuerdo con la proporcion de metano determinada en la muestra
de gas generado en el rumen (Zhong et al. 2016). La diferencia del V menos el VcHa+am
correspondié al volumen de CO: (Vcoz). Este procedimiento ser repitio dos veces en el tiempo y
los valores de V, Vcha+am, Veoz Y Vera se expresaron en % y mL g-' MS en 24 horas de incubacion.
Los valores de Vco2 y Vcra se utilizaron para calcular el IPCG (mL CO2 eq g' MS) de acuerdo con

la siguiente ecuacion: IPCG = [CO2 (mL g”'MS) + CH4 (mL g-'MS) * 23]; dénde la constante 23
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corresponde a los equivalentes de CO2 para el CH4 (Berra et al. 2009, Paredes 2022). Mientras
que los valores del IPCG y V se utilizaron para calcular el [IA (CO2 eq) de acuerdo con la siguiente
IPCG

relacion: I1A = __—
VT

Andlisis estadistico. Se utilizé un disefio experimental de bloques generalizados con cinco
tratamientos y seis repeticiones de tratamiento en cada bloque. El bloque correspondio6 a la
repeticion en el tiempo y los tratamientos (MM, AA, AB, BA y BB) a las dietas usadas para
fermentacion. Se uso el procedimiento GLM y la prueba de comparacion mdltiple de medias de
Tukey (SAS 2015).
Yijr =pu+ri+ B+ @p)i+ €ijk

Donde: Y= variable respuesta correspondiente al tratamiento i, bloque j y observacion k, u =
media general

ri= efecto fijo del i-ésimo tratamiento, i=1, 2, ... 5, B;= efecto del j-ésimo bloque, j=1vy 2, (r8)y=
efecto de la interaccion del bloque por tratamiento, €;;,= error aleatorio asociado con la k-ésima

observacion de la variable de respuesta en el tratamiento i y bloque j. Se asume €, - NIID (0, 0%).

RESULTADOS

En la tabla 1 se presenta la composicion de ingredientes alimenticios y nutrientes de las dietas
usadas en la investigacion. Las dietas MM y AB tuvieron la misma proporcion F:C debido a que
contuvieron el mismo nivel de energia (2.8 Mcal kg-' MS).

Los parametros de la cinética de produccion de gas: Vm, Sy L se presentan en la Tabla 2. La fase
L fue la misma (p>0.05) para las dietas balanceadas (AA, MMy BB) y las desbalanceadas (AB,

BA) y tuvo un valor de 4.24 h. La S de produccion de gas fue mayor (p<0.05) en las dietas
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balanceadas con niveles de EM y PC medios o altos (MM, AA), en comparacion con las dietas
bajas en energia (BA, BB). EI Vm de gas, el cual indica la extension de la fermentacion, fue menor
(p<0.05) en la dieta desbalanceada con exceso de proteina y deficiencia de energia (BA), con
respecto a las otras dietas (Tabla 2). El Vm y L fue igual (p>0.05) para las tres dietas balanceadas
BB, MMy AA.

En la Tabla 3 se muestran los valores de las fracciones fermentables. La FFR y la FFM en la dieta
balanceada a nivel alto de EM y PC (AA), fueron mayores (p<0.05) en comparacion a la dieta
balanceada a niveles bajos de EM y PC (BB) y a las dietas desbalanceadas (AB y BA).

La FFR es igual (p>0.05) para ambas dietas desbalanceadas (AB y BA), mientras que la FFM fue
mayor (p<0.05) para la dieta AB respecto a BA. Por otro lado, al comparar las dietas altas en
energia (AB y AA), se observd que las FFR y FFM son menores para la dieta desbalanceada AB.
La FFL fue mayor (p<0.05) en las dietas bajas en energia BA y BB en comparacion con las dietas
MM y AA. La dieta desbalanceada con un exceso de EM y escasa cantidad de PC (AB) tuvo mayor
FFL. La DIVMS72n, fue mayor (p<0.05) para la dieta balanceada a nivel medio MM con respecto a
las dietas bajas en EM (BA y BB) o con las dietas altas en energia (AA y AB).

Los indicadores de impacto ambiental se muestran en la Tabla 4. La suma de CHs4y CO; fue en
promedio de 96%. La proporcion de CHg varié (p<0.05) entre tratamientos de 10.5 a 13.5%. Las
dietas bajas en EM (BB y BA) produjeron el mayor porcentaje de CH4 (p<0.05) en comparacion con
las dietas con nivel medio o alto de EM (MM, AA 'y AB; Tabla 4). Por otro lado, la dieta AA produjo
mayor Vasn (p<0.05) en comparacion con las dietas BA y BB. La dieta baja en EM y alta el PC (BA)
tuvo el menor Vasn (p<0.05), inclusive que la dieta balanceada a bajo nivel (BB) y la desbalanceada

(AB).
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Con relacion al IPCG (Tabla 4), la dieta BB causo mayor (p<0.05) IPCG que la dieta balanceada a
nivel medio (MM) y la desbalanceada deficiente en proteina (AB). Por otra parte, el IIA es un valor
de comparacion para estimar que tanto mas un alimento impacta al ambiente con respecto a otro,
y este valor esta en funcion de la cantidad de CH4 producida. Para esto se asumié que el volumen
(V24n) equivale en su totalidad a CO> eq. El IIA para las dietas varié entre 3.3 y 3.9 (Tabla 4). Las
dietas bajas en energia (BB y BA) tienen mayor IIA (p<0.05) en comparacion con las dietas con un

contenido medio y alto en EM (MM y AB).

DISCUSION

La extension de la fermentacion (Vm) y la fase Lag (L) no fueron afectadas por el nivel de EM y PC
en la dieta dentro de intervalo investigado, siempre y cuando se encuentren balanceadas. El
desbalance de EM y PC disminuy0 la tasa (S) y el Vm de la produccion de gas; en particular con
la dieta BA (Tabla 2). Lo anterior se atribuyd, por un lado, al exceso de PC ya que por ser deficiente
en EM la microbiota fermenta mas activamente la proteina con el fin de generar suficiente ATP
para sus funciones, sin embargo, este proceso produce escasa cantidad de gas (Makkar 2004) vy,
por otra parte, debido a que la energia es mas determinante que la proteina en la fermentacion
ruminal, tal como se demostro in vivo para variables productivas (Cui et al. 2019) y en estudios in
situ para la proporcion de acidos grasos volatiles (Beckett et al. 2021) y, por consiguiente, en la
produccion de gas (Karabulut et al. 2007). EI Vm obtenido varié de 462 a 493 mL g-' MS, similar a
otras investigaciones en las que se fermentaron granos o dietas altas en concentrado (Bueno et al.
2005, Sanchez et al. 2019), el cual es mayor al producido por forrajes verdes y rastrojos (127 y 238

mL g'' MO; Calabro et al. 2005). Esto es debido a que los granos y las dietas altas en concentrados
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contienen mayor cantidad de carbohidratos no estructurales (azucares solubles y almidon) en
contraste a los forrajes (Bernal-Barragan et al. 2022).

En esta investigacion, las diferencias en las fracciones de fermentacion FFR y FFM entre los
tratamientos, se asocian basicamente al contenido de concentrado (carbohidratos solubles y
polisacaridos de reserva, no estructurales) como se aprecia en la Tabla 1 (Ruiz et al. 2018,
Ramirez-Diaz et al. 2020). El incremento de concentrado en una dieta induce mayor produccion de
gas (Miranda-Romero et al. 2020). De igual forma, estos autores sefialan que la FFL se relaciona
con carbohidratos estructurales como la celulosa, lo cual se puede observar en dietas con alta
proporcion de forraje. No obstante, un desbalance con menor cantidad de PC puede ocasionar una
fermentacion tardia de los carbohidratos no estructurales, en virtud de que causa baja biomasa
microbiana.

La cantidad de forraje incluido en las dietas fue determinante en la digestibilidad, la dieta MM con
menor proporcidn de forraje tuvo mayor digestibilidad en comparacion con las dietas con altas
cantidades de fibra (BA y BB), lo que concuerda con lo observado por Gurrola et al. (2014). Sin
embargo, la inclusion de un alto contenido de grasa para elevar el valor de energia y EE puede
disminuir la digestibilidad (Harahap et al. 2022), aun cuando el alimento contenga alta cantidad de
concentrado o carbohidratos no estructurales. De igual forma, un desbalance en el nivel de PC
puede ocasionar baja digestibilidad de la dieta (Bastida-Garcia et al. 2011). Lo anterior demuestra
que la adicién de grasa y/o el deshalance de EM y PC, como se observ para las dietas AA y AB
en el experimento, pueden ocasionar que un alimento muestre alta digestibilidad, pero menor
fermentabilidad, o viceversa. Inclusive si la dieta contiene ingredientes con compuestos

secundarios antinutricionales (Jiménez-Santiago et al. 2019).
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Por otro lado, el incremento de la cantidad de CH4 tuvo una concomitante disminucion de la
proporcion de CO., observado también por Culma et al. (2017). Los valores de CH4 hallados en
este experimento son similares a los reportados para dietas altas en granos (Martinez-Hernandez
et al. 2019). La mayor cantidad de CH4 en las dietas con elevadas cantidades de forraje (BA y BB)
se atribuye comunmente a que tales dietas fomentan la actividad y crecimiento de las bacterias
fibroliticas del rumen, las cuales son las principales productoras de Hz y CO2, moléculas
precursoras para la sintesis de CHa4 (Vélez-Terranova et al. 2014). No obstante, una deficiencia en
EMy un exceso de PC puede ocasionar un mal uso ruminal del alimento en las primeras 24 h de
incubacion, debido a que los microorganismos deben fermentar la proteina para fines energéticos
y, por consiguiente, la produccion de gas es menor (Rodriguez et al. 2007, Phesatcha et al. 2022).
Con respecto al IPCG, puede ser un valor mas acorde al impacto ambiental relacionado al
calentamiento global, que la sola medicion de CHa, ya que para el célculo del IPCG se consideraron
la produccion de los dos gases de efecto invernadero mayormente producidos en el rumen (CO2y
CHs) y su equivalencia calorifica (Sandoval-Pelcastre et al. 2020). El valor de CH4 estimado por
otras metodologias, es util para comparar el efecto de un tratamiento, pero no el impacto ambiental.
El valor de metano es mas bajo que el IPCG, y éste ultimo es mayor cuanto mas alto sea la
produccion de metano. EI IPCG es un indicador del potencial de calentamiento causado por la
fermentacion ruminal de un gramo de MS en 24 h de incubacion. Por otro lado, no hay referencias
del IPCG en la literatura cientifica para compararlos con los encontrados en esta investigacion; sin
embargo, el IPCC (2006) ha calculado un indicador conocido como factor de emisién (FE) el cual
se calcula con base en la energia bruta y el porcentaje de esta energia en la alimentacion
convertida en metano (Ym). EI FE es mayor en animales que consumen dietas bajas en energia y

altas en fibra, en contraste con aquellas altas en energia y bajas en fibra, las cuales reducen el
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factor de emision (Lombardi et al. 2021), efecto que se corrobora mediante el IPCG medido en este
experimento con las dietas BA, BB, MM y AA. EI IPCG tiene la ventaja de poderse medir para cada
tipo y manejo de alimento mediante la técnica de produccion de gas, mientras que el FE es un valor
fijo que estima de forma general el impacto en el calentamiento global.

El otro indicador propuesto en esta investigacion es el lIA, como era de esperar este indice se
relaciona fuertemente con la produccion de metano y con en el contenido de forraje y FDN del
alimento. Por ejemplo, las dietas BA y BB tuvieron valores de I[IA mayores que las dietas MM y AB.
En general, el IIA encontrados en esta investigacion, son propios de dietas altas en concentrado y
EM, y se espera que cuando se usan forrajes o dietas altas en forraje su valor es sustancialmente

mayor.

CONCLUSION

Independiente del nivel de energia metabolizable y de proteina cruda en dietas para la engorda
intensiva de ovinos, es fundamental que se encuentren balanceados con el fin de eficientizar la
fermentacion y digestion ruminal in vitro, y reducir el impacto a ambiental relacionado al
calentamiento global. El desbalance de estos nutrientes, en particular con exceso de proteina,
ocasiona mayor valor de indicadores de impacto ambiental (IPCG, IIA, %CHa), menores fracciones

fermentables (FFR, FFM), DIVMS y menor extension de la fermentacion (Vm) del alimento.
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Tabla 1. Composicion de dietas para la engorda intensiva de ovinos.

*Dieta

Ingredientes (%) MM AA AB BA BB
Maiz rolado 25 27 25 15 20
Sorgo 28 25 32 22.6 30.8
Rastrojo de maiz 15 13 15 27 25
Pasta de soya 11.1 15.4 7.1 13.5 7.3
Cascarilla de soya 7 2 7 7 5
Gluten de maiz 4 4 4 6 3
Melaza 5 5 5 5 5
Grasa animal 1 4.8 1 0 0
Sal mineral 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
CaCOs3 14 1.4 1.4 1.4 1.4
Sal comun 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Urea 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
**Relacion F:C 22:78 15:85 22:78 34:66 30:70
Nutrientes (%)

MS 87.6 88.1 87.5 86.6 86.5
Ce 6.6 7.5 7.4 8.3 8.0
EE 3.7 7.3 3.7 2.3 2.5
FDN 24.2 20.1 24.2 31.9 29.1
FDA 13.7 10.8 13.6 18.8 16.7
PC 16 17.2 14.5 17.2 13.8
EM, (Mcal kg-* MS)' 2.8 3 2.8 2.6 2.6

PC, proteina cruda; EM, energia metabolizable; MS, materia seca; Ce; cenizas; EE, extracto
etéreo; FDN, fibra detergente neutro; FDA, fibra detergente acido. ' valor estimado.

* Tratamientos con diferente contenido de energia metabolizable (EM, Mcal kg' MS) y proteina
cruda (PC, %); MM (2.8:16), AA (3.0:17.2), AB (2.8:14.5), BA (2.6:17.2) y BB (2.6:13.8).

** F:C, Proporcion forraje:concentrado en las dietas.
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Tabla 2. Parametros de la cinética de produccion de gas in vitro de las dietas para ovinos en
engorda.

Dieta Parametros
EM PC L S Vm
Mcal kg-'MS % h mL h mL g1

MM 2.8 16.0 4.24a 0.0382 488.72
AA 3.0 17.2 4.24a 0.0382 477 .58b
AB 2.8 14.5 4.24a 0.0362b 491.82
BA 2.6 17.2 4.24a 0.034b 462.10
BB 2.6 13.8 4.24a 0.035p 493.22

abemedias con literal distinta en la misma columna son diferentes (p<0.05).
L, fase lag; S, tasa de fermentacion; Vm, volumen maximo de gas; PC, proteina cruda, EM,
energia metabolizable. MM, AA, AB, BA, BB; dietas con niveles altos o bajos de EM o PC.



Tabla 3. Fracciones fermentables y digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS72h) de las
dietas para ovinos de engorda a 72 h.

Tratamiento Fracciones fermentables DIVMS72h
EM PC FFR FFM FFL %
Mcal kg-'MS % . % .
MM 2.8 16.0 20.8b 51.82 27.4b 77.42
AA 3.0 17.2 21.9a 52.32 25.8¢ 75.3b
AB 2.8 14.5 20.4b 50.4b 29.22 74.5b
BA 2.6 17.2 20.6P 49.0c 30.32 69.4¢
BB 2.6 13.8 19.9p 49.8bc 30.32 70.9¢

abcMedias con literales distintas en la misma columna son diferentes (p<0.05).
FFR, FFM, FFL, fracciones de fermentacion rapida, media y lenta.

Tabla 4. Indicadores de impacto ambiental y produccion de gas in vitro a 24 h de incubacién a 39
°C de dietas para ovinos de engorda.

Tratamiento Indicadores de impacto ambiental
EM PC *V24n CO2 CHs IPCG A
Mcal kg'™MS % mL g MS % % mL CO2eqg'™S COqeq
MM 2.8 16.0 211.82b  86.42  10.5¢ 692.00 3.3
AA 3.0 17.2 218.2a  85.3ab 11.4be 754.9ab 3.5bc
AB 2.8 14.5 215.2a 85.82  10.9¢ 722.2b 3.4¢c
BA 2.6 17.2 198.1c  83.1bc  13.0ab 757.3ab 3.8ab
BB 2.6 13.8 207.00 82.5¢ 13.52 809.82 3.92

Vasn, volumen de gas a 24 h; IPCG, indicador del potencial de calentamiento global; IIA, indice

de impacto ambiental.
abcMedias con literales distintas en la misma columna son diferentes (p<0.05)
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CONCLUSIONES GENERALES

La TPG in vitro demuestra ser una metodologia con ventajas técnicas,
econdémicas y practicas para determinar el valor nutritivo del alimento, asi como
para calcular las fracciones fermentables e indicadores de impacto atmosférico;
y también para obtener variables indicadoras de la utilizacién de la fraccion
fermentable del alimento en el tracto gastrointestinal del rumiante y de la emision
de gases efecto invernadero considerando su comportamiento alimenticio.
Ademas, estas variables son afectadas por el nivel de energia y proteina de la
dieta, asi como el balance o desbalance entre ellos.
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